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ヒ ト グ リ オ ー マ 細胞 U 373 M G ほ, プ ロ テイ ン ホ ス フ ァ ク ー ゼ (pr otein phosphata s e, P Pa se) 阻害剤で あ る オ カ ダ酸
(okadaic acid, OA)の 投与に よ り特徴的な細胞周期進行を 示 し, 同時に 時間お よび 濃度依存性Pこ生細胞数の 減少 を認 め た . 高濃
度(500nM) の O A投与 に よ り, S期早期 に 同調 さ れ た 細胞 で は 約 1 時間 で , 未 成熟染色体凝縮 (pr e m atu r e chr o m o sm e
c o nde n satio n, P C C) な らび に 細胞 の 円形化な どの 形態変化が認め られた . また , D N A合成 が抑制 され , 細胞ほ Gl/S 期に 停
止 した . こ れ らの 現象ほ , シ ク ロ へ キ シ ミ ド(cyclohe ximide, C H X) 存在下に お い ても同様 に 認め られ た . また , 同時に ヒ ス ト
ソ Hl キナ ー ゼ (histo ne Hl kina se, HI K) 活性 が上 昇 し, 2時間後ま で有意な 上 昇が 続い た後 , 対照 と 同 じ レ ベ ル に 復帰 し
た . 細胸 の 生存率は24時間後 よ り直ち に 減少 した , これ に 対 し , 低濃度(20nM) の O Aを 投与 した 場合 に は , 対数増殖状態 に
ある細胞 は t 約70%が G 2/M 期に 集積 し , 48～ 72時間後よ り生細胞数が減少 した . S期早期に 同調 された細胞 に お い て は , 対
照と 同 じタ イ ミ ソ グで S 期を 進行するが , 90%以上 の 細胞が G 2/M 期 で 停止 し, 高濃度投与の 場合 に 見 られ た H I K活性の 上
昇は認 め られ な か っ た . また , O Aに 対 して , カ フ ェ イ ン を投 与 した 場合に は , P C C は誘導 され な か っ た . O A投与に よ り ,
グ リ オ ー マ の 増殖 に 密接 な 関与 が 示 毅 さ れ て い る 血 小板 由来増殖因子受容体 (pIateleトderiv ed gr o wth fa ctor re c eptor,
P D G F-R) の 発現が 時間お よ び容量依存性 に 抑え られた . 以上 よ り , グ リ オ ー マ の 増殖 に O A感受性 P Pa s eが強く関与 して お
り , 特 に , 細胞周期進行 の 制御に 蛋白質 の リ ン 酸化 一 脱リ ン 酸化反応が重要な役割 を果た して い る こ と が示酸 され た .
Key w ords glio ma, Cdc2 k inase, pr Otein pho sphatas e, Okadaic a cid, platelet-de riv ed growth
fa ctor recepto r
細胞内の 蛋白質 の リ ソ 酸化と脱 リ ン 酸化反応 は , 真核細胞に
お ける極め て 重要 な細胞調節機構 の 1 つ で ある-)2- . 細胞外 か ら
の さ ま ざまな 刺激 は細胞の 特定の 受容体 で受け と め られ ∴細胞
内で蛋白質の リ ン 酸化 一 脱 リ ン 酸 化反応に よ っ て増幅 , 伝達 さ
れ, 細胞の 応答と な っ て 表現され る . リ ン 酸化反応を触媒す る
の が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (pr otein kin as e, P K) で あ る . ～ 方
で , プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ ク
ー ゼ (pr otein pho sphatas e, P Pa se)
ほ 蛋白脱 リ ン 酸反応 を触媒する酵素であ り , P Kと対崎す る関
係に ある .
P Pa seほ 大別す ると , セ リ ソ/ス レ オ ニ ン 残基特異的 P Pa s e
(protein s erin e/thr eo ni ephosphats e,P P)と チ ロ シ ソ 残基特異
的 PPas e(pr otein thro sine pho sphata se, PT P)に 分けられ る .
P P ほ, Cohe n に よ っ て 基質特異性 , 酵素に よ る阻害特性 , 2




オ カ ダ 酸 (okad aic acid, O A) ほ , 1 9 81年 ク ロ イ ソ 海 綿
(Halicho ndria okadai)か ら分離3)され た ポリ エ ー テ ル 化合物 で
ある . O A は 12-0 ･ テ ト ラ デ カ ノ イ ル ホ ル ポ ー ル ー1 3- ア セ ティ ト
(12- 0,tetr ade c a n oylphorboト13- a Cetate, T P A) と同程度 に 強力
A bbr eviatio ns :C H X
, CyClohe ximide; F C M, flo w
な発癌プ ロ モ ー タ ー で ある が , そ の 作用 磯序4)5)ほ 全 く別 であ
る . OA ほ, T P A と同様 に 細胞内の 蛋白 リ ン 酸化を 修飾する,
しか し , T P A が プロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C (pr otein kin aseC,
P K C) を直接活性化す るの に 対 し, O A ほ P K Cに は 作用せ ず,
触媒性サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸配列 に 類似性 の 著 し い P P 2A,
P P l, P P 2B を, nM ～ PM の 濃度範開で こ の 順 に 阻害する
t)6)丁)
.
一 方 , こ れ らと は全 く異 な る ア ミ ノ 酸配列 をも つ PP2Cに は作
用しな い . 阻害様式 は非競合塑な い し混合型 な の で , O A は感
受性の ある 酵素の 基質結合部位と は 別の 部位 に 作用 する と考え
られ て い る . Takai ら ほ P P 2 A, P P l およ び P P 2Bの 触媒性サ
ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て , 活 性 の5 0%を 抑制す る た め に 要す る
O A濃度(I D5 0)が そ れ ぞれ , 1nM ,200nM, 5pM 程度の 備に な
る こ と , ま た , こ れ らの 値が 基質の 種類に よ ら な い こ と を報告
した丁). 以上 の 性質を 利用 して , O A は蛋白質の 可逆的 リ ン 酸化
反応 の 関与する細胞機能調節系の 研究に お い て 利用 され るよ う
に な り , P P が種 々 の 細胞内の プ ロ セ ス に 関与 して い る こ と が
明らか に され つ つ ある .
本研究 で は , O Aを用 い て , ヒ ト グリ オ ー マ の 増殖と細胞周
期に おけ る P Pの 役割 を検討 した .
CytO m etry; HI K, histo n eH l kin as e; H U, hydr o xyur e a;
M P F･ mitosis-Pr O m Oting factor; O A, Okadaic acid; PBS, phosphate-buffered s alin e; P C C, prem ature
Chro m os o m e c onde ns atio n; P D G Fq R, platelet-deriv ed gro wth factor r ec eptor; PI, prOpidiu m iodide; P K,
protein kin ase ; P K C, PrOtein kin as e C ; P P, prOtein serin e/thre o ni e phosphatas e; P Pase, prOtein
ホ ス フ ァ ク ー ゼ イ ン ヒ ビ タ




ヒ ト グリ オ
ー マ 細胞株で ある U 373 M Gを 用い た t 株化 さ れ
た ヒ ト グリ オ
ー マ 細胞 は い く つ も存在す る が ∫ そ の 中で も本研
究で使用 した U 373 M G はよ く 利用 さ れ る も




こ の 細胞 を , 56 ℃で30分間処理 して 非働化 した1 0% 牛
胎児血清(GIBC O社 ･ グ ラ
ン ドア イ ラ ン ド , 米国), 100u nits/
mI ペ ニ シ リ ソ G (明治製乳 東京), 100〃g/ml ス ト レ プ ト マ イ
シ ソ (明治製薬), 0. 紬 g/ml し グル タ ミ ン を 含有す る R P M Il
-
640培地( 日水製敷 東京) を用 い て , 37 ℃, CO2 濃度5% の 環
境下で 培養 した ･ す べ て の 実験に お い て 】 掛 こ記載の な い 限 り
細胞は対数増殖期に あるも の を 使用 した ･
2 . 細胞の 同期
チ ミ ジ ン (和光純薬 , 大阪) と ヒ ド ロ キ シ 尿素(hydr o xyu re a･
H U)(Sigm a. St. Lo uis, 米国)に よ る連続阻害に よ り細胞を S期
早期に 同調 させた . 具体的に は , まず紳胸を ト リ プ シ ン に よ り
はが し , 60m m の 培養血 に 2×10
5 個の 細胞 を2･Om M チ ミ ジ ン
を含む通常培地に て20時間培養 した ･ そ の 後 , 血 清を含 ま な い
通常培地に よ り細胞表面を 3 回洗 っ た後 に , 血 清を 含む通常培
地で10時間培養 した . そ の 軋 2.5mM H U を含む 培地 に 交換
し, 15時間培養 し , 細胞を S期早期 に 同調 させ た ･
Ⅰ . 細胞の増殖能の検討
1 . ト リ バ ン プ ル
ー 色素排除法
対数増殖期に ある細胸を , ス ミ ロ ン48 ウニ ル プ レ
ー ト (住友
ベ ー ク ライ ト 東京)に各ウニ ル lx1 04 細胞/500〃lの 割合 で 培
養した . 最初ほ 通常 の 培地 で24時間培養 し, 次 に 各濃度の オ カ
ダ酸(和光純薬)を含 む培地 に 交換 し , 24時間毎 に ト リ バ ン プ
ル ー で 染色 し, 生細胞の 数 を算定 し , 増殖曲線 を作成 した ･
2 . 軟寒天中 の コ ロ ニ ー 形成
直径 60m m の デ ィ ッ シ ュ に 上 記 と同 じ組成を持 つ 0,5%の 寒
天培地を加え固化 させ た . 0.3%の 寒天を 含 む 培地中に 細胞 を
浮遊させ , 各濃度 の O A を加 え , 各デ ィ ッ シ ュ に 細胞が100個
にな るように 重層 し, 37 ℃, C 02 濃 度 5% の 環境下 で 培養 し
た. 2週間後 , 形成 さ れ た コ ロ ニ ー 数を算定 した .
Ⅲ . 細胞周期の解析
細胞を Taylo rの 方法
11)に 従い , リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (Sigm a)に
て 処理後 , プ ロ ビ デ ィ ウ ム ア イ オ ダ イ ド (propidiu m iodide,
PI)(Sigm a) に て D N A を染色 し, フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー (flo w
cyto metry, F C M) E PIC S-C S シ ス テ ム (Co ulter Electr o nic s
In c., 米国)を用 い て , D N Aヒ ス ト グ ラ ム を 作成 し, 細胞周期進
行を検討 した .
Ⅳ . 細胞の 形態変化の検討
1. トル イ ジ ン ブ ル ー 染色
細胞 を リ ン 酸緩衝生 理食塩水 (phosphate-buffer ed s alin e,
PB S) に て 2 回洗 い , 付着 して い る細胞を ト リ プ シ ン で 培養 皿
からほ が した後 , 培養液を 加え細胞浮遊液 と し , 4 ℃, 400g で
10分間遠心 し, 細胞 を ペ レ ッ トと して 回収 した . 上 清を捨て ,
ペ レ
ッ ト を 3%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド/カ コ ジ ー ル 酸緩衝液で
24時間以上前固定 した . こ の ペ レ ッ ト を10% 煮糖液の 中で
一 晩
置換 した 軋 カ コ ジル 酸緩衝液に 2%四酸化 オ ス ミ ウ ム を 加え
た 固定液 で 2時間, 後固定を行い , エ タ ノ ー ル 系列で 脱水 しェ
ボ ン ア ラ ー ル ダイ ト に 包唾 した . マ イ ク ロ ト ー ム を 用い て厚 さ
4～ 6〃m の 切片を作製 し , いレイ ジ ン ブ ル
ー 染色を 施 した上 で
光学顕徽鏡 に て 観察 した .
2 . ギ ム ザ 染色
核 の 形態変化 の 有無 を簡便に 確認す る た め に , 約胸 を メ タ
ノ ー ル で 国定後 , 塗抹 標本を作成 , ギ ム ザ 染色 を施 し光学顕微
鏡 で 観察 した .
V . ヒス トン Hl キナ ー ゼ (histo n eH lkin a s e, HIK) アッ
セイ
1 . 細胞か らの 蛋白質の 抽出
細胞 を ラ バ ー ポ リ ス マ ン で 培養皿 か ら ほ が し , 氷 冷 し た
Tris-H Cl緩衝生理食塩水(Tris-buffer eds alin e, T BS)で 1 回洗
浄後 , 2×1 0
5 細胞に 対 して 100FLl の 緩衝液(40m M H E P E S一水
酸化ナ トリ ウ ム pH 7.5, 60m M 2-グ リ セ ロ ホ ス フ エ イ ト ,
20mMp- ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ エ イ ト , 0 ･5m M オ ル ト バ ナ ジ
ン 酸ナ ト リ ウ ム , 250m M 塩化ナ トリ ウ ム , 15m M 塩化 マ グ ネ
シ ウ ム , 1 % トリ ト ン X-100, 1恥g/ml ア ブ ロ チ ニ ソ , 10鵬/
ml ロ イ ペ プ チ ン , 10鵬/mlペ ブス タ チ ソ , 10〟g/m け ソ チ パ イ
ン
,
40購/ml フ ツ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル) を加え た ･ こ
の 緩衝液中の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー はす べ て 和光純其の 製
品を 用 い た . 水中に10分間静置 し, 1 2,000g で15分間 ,
一 2 ℃
で 遠 心 し , 上 溝の 蛋 白量を バ イ オ ー ラ ッ ド蛋 白定量 キ ッ ト
(Bio-Rad, Richm o nd, 米国)を用 い て 測定 した ･
2 . HI Kア ッ セ イ
H I K活性は以下の よ うに 判定 した . 15鵬 蛋白質を含む 上記
の 粗抽出液に 次 の 艇成 の 緩衝液を 加 え 40〃1 と した･ 20m M
H E P E S-水酸化 ナ ト リ ウ ム pH 7.5, 15m M エ チ レ ン グリ コ ー ル
ビ ス (2-ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル) 4酢酸 , 20m M 塩化 マ グネ シ ウ
ム
,
1m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル , 500nM A-キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ ト
リ ー ペ プ チ ド(Sigm a), 20〃g ヒ ス ト ン 皿一S 型(Sigm a). 反応は
15FLCiT
32-P-A T P(10mCi/ml, ～ 3000 Ci/m m ol, ア マ シ ャ ム ･
ジ ャ パ ン , 東京)を 含む 50FLM A T Pの 添加に よ り開始し , 20分
間3 0 ℃下 に 置き , 3 × ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (Sodiu m
dode cyls ulfate▲ S D S)電気泳動サ ン プ ル 緩衝液 20〃l を加え て 反
応を停止 した 後3分間沸騰水浴 し た . こ の サ ン プ ル を 用 い ,
La e m mliの 方法
12)に 従 い , 10～ 20%の グ ラ デ ィ ェ ソ ト ゲ ル に て
S D S,ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気泳動 (S D S-POlyacrylamide gel
electrophoresis, S D S-P A G E)を 行い , 蛋白を 分離 した ･ ゲ ル は
7%酢軌 10% メ タ ノ ー ル に て1 0分間2 回固定 し , 水洗 乾燥 し
た後, オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ を施行 した ･
Ⅵ . 血 小板由来増殖因子 受容体 (plateleトde riv ed gr owth
fa ctor, PD G Fb R) 発現量 の検討
P D G F- R の 発現畳を E PIC S C Sシ
′
ス テ ム に て検討 した ･ 細胞
を プ ロ テ ア ー ゼ を含ま な い 冷 P B S中で ピ ペ ッ テ ィ ン グ にて は
が し, マ ウ ス 抗 ヒ ト P D G F-Rα サ ブ ユ ニ ッ ト 抗体 (Ge n zym e,
Ca mbridge , 米国) と氷中に て30分間反応させ た ･ P B Sに て 2
回 洗浄後 , 蛍光イ ソ チ ア ネ ー ト標識 ヤギ 抗 マ ウ ス 免疫グ ロ ブ リ
phosphatas e; P T P, pr Otein tyrosine phosphatase; S D S, S Odiu m dode cyls
ulfate; S D S-P A G E, SOdiu m
dode cylsulfate-pOlyacryla mide gel ele ctrophore sis; T B S, Tris




ン 抗体 (D A K O, Glo str u op , デ ン マ ー ク) と 同様 に 反 応 さ せ ,
P BS で 3 回洗浄 し E PIC S C Sシ ス テ ム に よ り解析 した .
成 績
王 . U3 73 M Gの 増殖離に及 ぼ す O A の影響
O A投与時 の 細胞 の 増殖能に 及 ぼ す影響を ト リ バ ン プル ー 色
素排除法お よ び軟寒天培地中 で の コ ロ ニ ー 形成法を 用 い て 検討
した ( 図1). ト リ バ ン プ ル ー 色素排除法 に よ る生細胞数の 算定
で は , 2nM 以下で ほ . 0 A投与後 4日 目 まで - ほ と ん ど増殖能
に は 影響 を 及 ぼ さ な か っ た . しか し 10nM 以 上 に な る と細胞ほ
直後よ り ほ と ん ど増 えず , 生細胞数ほ時間お よび 濃度依存性に
減少 した . た だ 1 0～ 20nM の 場合 , 投与後72時間 ま で ト リ バ ン
プル ー 色素排除法 に よ る生細胞数は ほ と ん ど変化せず , 72～ 96
時間後よ り生細胞数 が減少 した . こ れ に 対 し, 1 00nM 以上 で は
投与24時間後 よ り早期に 生細胞数は減少 した (図 トA).
致寒天 培地中の 細胞 の 増殖 は , O A 2nM 以 下 で は 対照 と比較
して , 形成 され る コ ロ ニ ー 数 に 変化ほ認め られ な か っ た ｡ しか
しそ れ 以 上 に な る と容量依存性に コ ロ ニ ー 形成能が 抑制 され ,
10ロM 以上 で ほ コ ロ ニ ー 形成 は全 く認め られ な か っ た (図1-B).
O A投与時 の 細胞 の 形態変化を , 位相差顕微鏡 で 観察 した と
こ ろ , O A 500nM 投 与の 場合 , 1 時間で ほ とん どの 細胞が 細胞
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Fig･1･ Effe cts of O A(2-50 nM) o n the gr o wth of U 373
M Gc eLIs･ O A w a s added at day O(arr o w). (A) V iable
C eu n u mbe r w a s c o u nted by trypa n blue dye e x clu sio n.
Ce11gr o wth w a sinhibited by ad ding O A in a dose-and
tim e-depe nde nt m a n n er. (B) Colo ny fo r m atio n in s oft
agar. Colo nyfor m atio n after adding O Aat the c on c e ntr a-
tio n of higher than 10 nM w as c o mpletely inhibited. T he
data indic ate the m e a n s of triplic ate e xperim e nts, With
e xperim e ntalerr ors(S D)beingle s tha n5 %.
形化 し , 一部 ほ浮遊状態 とな っ た ･ これ に 対 し O A 20刷 を投
与し た場合ほ , 6時間後の 時点で もほ とん ど細胞の 形態に 変化
ほ見 られ な か っ た ( 図 2).
Ⅱ ･ 低濃度 (20nM) の O Aに よ る細胞周期に及ぼす影響
O Aの 細胞周 期に 及 ぼ す影響 を低濃度(20nM) お よ び, 高濃
度 (500 血4) 投与の 場合に 分けて検討 した (図 3 , 4 , 5).
対数増殖期の 細胞に O A 20nM を投与 した 場合 , 12時間後よ
り S期お よ び G 2/M 期 の 割合が増加 し, 24時 間経過する と ,
G 2/M 期 へ の 細胞 の 集積 と S期の 細胞の 減少 を認め た . 36時間
後 に ほ , S 期の 細胞の 割合 ほ更 に 減少 した . 36時間以降ほ , 細
胞周期 に 大きな変化は認め られ なか っ た (図3).
Fig･ 2･ P ha s e-C O ntr a St micr ogr aphs of e arly S phas e-Syn Ch-
r o niz ed U 373 M Gc e11s tr e ated with high co n centr atio n of
O A･ (A)Ce11s at e arly S pha se. (B)Atl hr after adding
500nM of O A, m OSt Of c ells w er e ro u ndpshaped asifin
mito sis･ (C) At3 hr after ad d ing 500nM of O A, a11c ells
W er e C O mpleteIy r o u nd a ndflo ating. Similar re s ults w er e
Obtain ed whe n expo n e ntia11y gr o w lng C els w erein c ubated
With high c o n c entr atio n of O A.
ホ ス フ ァ ク ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー の グ リ オ
ー マ に 及ぼ す影響
更に ▲ S期早期に 同調 した 細胞を 用 い 細 胞周 期
の 検討 を行
な っ た . = Uに よ る D N A合成阻害を開放す ると , 細胞ほ同調
して 細胞周期 を進行 した ･ O A20nM を投与 した 場合 ･ 対照と
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ン グで G 2/M 期に 移行 した . しか し対照の 細胞が Gl期に 移行
した 後も, O A 20nM で 処 理 した 細胞ほ90%以 上 の 細胞が G 2/
M 期に 停止 し, 48時間後も同様 に G2/M 期 に 停止 した ま ま で



















Fig.3. Flo w cyto m etric a n alysis of a syn chr o n o u
s U 373 M Gc ells･ Expo n e ntialy gr owing c ells w er ein c ubated with O A(20nM)
forindic atedtim e. Cells w e reha rvested by try psiniz atio n a nd stain ed with P I･ Stain ed s a mples w e re
a n alyz ed with E PIC S C S
syste m. (A)No n-tre ated c o ntrol･ (B)O A-tr e ated･ A fter e xpos u re for12 hr･ O A-tre ated c elIs a c c u mulated in S a nd G 2/M
phases･ After e xpo s u!efor2
4 hr, m Or e C ells a c c u m ulated in G 2/M pha s es･ but the c o nte ntin S phas ede cre a s ed･ T her e w a s
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Fig.4. Flo w cyto m etric a nalysis of e arly
S pha se-Syn Chr o nized U37 M Gc ells･ T hes e c ells w ere syn chro niz ed in e arly S phas e
with seque ntialth ymidine a nd = U bl
o ck･ H Uw a sdeprlV ed fro m culture m ediu m atfirst･ T he s olid lin eindic ates the c ells
inc ubated with 20nM of O Aa nd the dott ed lin ein
dic ates n o n-tr e at ed c o ntroI c e11s ･ T he n･ the c ells w er e a n alyz ed asin Fig･
3. O A_t, ｡ at｡d ｡ e11s ｡ntered G 2/M phase s with n or maltiming･ but they w er e arr es










D N A C o n t e n t
FigL5･ Flo w cyto m etric a n alysis of e a rly S phase-Syn Chro niz ed U 373 M Gc e11s ･ T he ce11s w er e syn chro niz ed a nd a nlyz ed asin
Fig. 4. T he solid lin eindic ate sthe c ellsin c ubated with 500nM of O Aa nd the dotted lin eindic ate s n o n
-treated c o ntr oI c ells･
O A-tr e ated c ells m ｡ V ed f｡r S eVe ral ho u rsin S a ndthe nthey w er e arr ested at Gl/S pha se s･
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Ⅲ . 高濃度 (5QOIIM) の OA の 細胞周期に及ぼす影響
O A 500nM 投与 に て , 対数増殖期に ある細胞は最高 で も12時
間前後ま で ほ細胞 周期 を進行 した が , そ の 後は 全 く 進行が停止
した . S 期早期に 同調 され た細胞も , O A 500nM 投与 に て 同様
に , 短時間S期 を進行 した 後 , 停 止 した (図 5).
Ⅳ ∴細胞の形態変化
既に 述 べ た よ う に , O A 500nM 投与に て , 1時間以内 に 細胞
は 門 別ヒし始め る ( 図2)･ 細胞を S 期早期に 同 調 し, 刺激3時
間後 の 核の 形態を観察する と , 未 成熟染色体凝縮 (prem atu,e
Chr o m o s o m e c o nden s atio n, P C C13)) の 像 を呈 す る . 核染色体ほ
凝縮 し , 核膜が 不 明 瞭に な り, 一 部 の 細胞 で は , 染色体ほ散ら
ば っ て い る ように 見え た ( 図6-B)･ こ れ に 対 し, O A 20nMl カ.
フ ェ イ ン 5m M で ほよ 数時間内に ほ P C Cの 誘導は 認め られな
か っ た ･ ま た , O A 500nM を投与 した 場合 , シ ク ロ へ キ シ ミ ド
Fig･ 6･ Light micr ogr aphs of cr os s se ction s of O A-tr e ated U 373 M Gc ells showing mitoticfigur e s･ T hes e c ells w er e syn chro nized
in e arly S pha s ewith s equ e ntialthymidin e a nd H U blo ck･ (A)Co ntr ol. (B)T he c ells w er ein c ubated with 500nM ｡f OA f｡,
3 hr･ T he chr o m os o m es w er e c o nd n c ed a nd pulv eriz ed. Nu cle ar m e mbr a n e s w e re n ot cle ar. (C) T he c ells w er ein c ubated
With 20nM of O A for24 hr･ T he chr o m o sor n es w er e ra ndomly pla c ed in adiffer e nt m a n n erf o m tho s ein (B), S O m e What
Similarto that obs erved in pr o m etaphas e of M pha se.
Tablel. P C C indu ctio nby O A with or witho ut C H X






















Fig･ 7. Histo n eH l kinas e activity of cr ude e xtra cts de riv ed
fr o m U 373 M Gc ells at e arly S phase afte rin c ubatio n with
500nM of O A. T he phosphorylated histo n e s w ere
a n alys ed by S D S-P A G Ea nd a utor adiogr aphy.
･ Only
r eglO n S Of a uto radiogr a m s c or re spo nding to histon eH lar e
Sho w n. La n eO, n O nlr e ated c o ntrol; La n el-4, the c e11s
tr e ated with 500nM of O A forl, 2, 3 a nd 4 hr, re Spe Ctiv-
ely. In cr e as ed HIK a ctivity was dete cted a spho sphoryla-
ted histo n e s only at l-2 hr, the n r eturn ed to the contro1










FJuo r e s cen ce
Fig. 8. Single- COlorhistogr a m sdisplaylng gr e e nflu ore sc e n ce
inte n sity of U 373 M Gc ells stain ed with a nti-PD G F-R a
s ubu nit m o n oclo nala ntibody. (A) Do s e-depe nde nt dow n
r egulatio n of P D G F-R in U 373 M Gc ells. (B)Tim e-depe nd-
e ntdo w n regulatio n of P D G トRin c ellstr e ated with 20nM
of O A. PDGFrR w er e str o ngly dec re a s ed v e n within 6
hr.
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(CyClohe ximide･ C H X) 存在下 でも P C C が誘導 され た (表1 )･
これ に よ り , P C の 誘導 が翻訳後調節 で ある こ と が 示 唆 され
た.
s期早卿 こ同調 され た細胞は , O A 20nM 投与に て G 2/M 期
で 停止す る. G2/M 期の 中の どの 位置 で停止 して い るか を知 る
ために , 24時間後 の 細胞の 形態を観察 した ･ 多く の 細胞の 核中
には凝縮 した 染色体 が ば らば らに 存在 し, M 期の 前 中期の 形態
と嬢似 して い た ( 図6-C)･
Ⅴ . H IK ア ッ セ イ
cdc2 キ ナ ー ゼ の HI K活性は M 期の 開始時に 突然上昇す る ･
o A投与に よ る H IK 活性の 変化を調 べ る た め に , S 期早期に
同調した上 で , O A 500nM を投与 した 細胞の 粗抽出物を用い る
と , 1時間後よ り ヒ ス ト ソ の リ ン 酸化が 認め られ , 2時間後 ま
で掛 ､た (囲7). こ れ に 対 し, O A 20nM , カ フ ェ イ ン 5m M 投
与で ほ HI K活性の 上 昇は投与4時間後 ま で 認め られ なか っ た ･
Ⅵ . P D G F- R の発 現変化
対数増殖期に あ る細胞に O A(5～ 20nM ) を投与 した と こ ろ ,
48時間後に 容量依存性に P D G F-R の 発現 の 減少を 認め た (図
8-A). ま た , O A 20nM を投 与 し , 異 な る 作 用 時間 に て
PD G トRの 発現量を検討 した と こ ろ , 時間依存性に 発現の 減少
を認めた . O A 20nM 投与の 場合 , 6時間後に は発現が強く抑
制され た (図8-B).
考 察
今回 の 実験成績 よ り O A はヒ ト グ リ オ ー マ 細 胞の 増 殖を 細
胞周期依存性に 抑制す る こ と が判 っ た . 0 Aの 効果 は容量 お よ
び時間依存性 で あり , 低濃度 (20nM )の 場 合, 細胞 は主 に G 2/
M 期に 集積 し, 投与72時間後ま で 細胞 の 生存ほ よ く保 たれ て い
た . こ れに 対 し, 高波度の O A(500nM) を投与 した 場合 , 細胞
は1時間以内に 形態に 変化をきた し , S 期早期に 同調され た 場
合, D N A合成 が強 く抑制 さ れ , 3 時間以内 に 多く の 細胞が
PC Cを呈 した . 生 存す る 細胞 も投与24時間後 よ り著 し く 減少
して い っ た .
近年 , 有糸分裂の 開始が PK と P Pa seの ネ ッ ト ワ
ー ク に よ
り制御 されて い る こ と が次第に 明 ら か に され つ つ ある . 真核細
胞の M期は , M 期誘導因子 (mito sis-pr O m Otingfa ct or, M P F
161
)
とい う蛋白複合体の 活性化に よ り始 ま り, M P F活性 ほ 複合体
中耳ト 一 つ で ある cdc2 キ ナ ー ゼ の セ リ ン/ス レ オ ニ ン キ ナ
ー ゼ
活性そ の もの に ある17ト 21). cdc2 キ ナ ー ゼ の 活性化の た め に は ,
複合体を形成する別 の 一 つ の 蛋白質 サ イ ク リ ン B の 存 在
一丁722) ､ 21■
だけ でな く I Cdc2 キナ ー ゼ の 少な く とも 3 ケ 所あ る 特定部位
で の リ ン 酸化 ･ 脱リ ソ 酸化反応が複合体形成後に 起 こ る こ と が
重要である と考 え られ て い る
1g ト 21 隠､ 27)
. 具 体的に は , A T P結合
部位で ある N末端 よ り1 5番 目 の チ ロ シ ソ 残基 の リ ン 酸化に よ っ
て, Cdc2 キナ ー ゼ の キナ ー ゼ 活性が 失わ れ る し
14)2 … 0)
, W e el
や mi k lな どの P K はcdc2 キナ
ー ゼ の チ ロ シ ソ 残基を リ ソ 酸
化する こ とに よ っ て キ ナ ー ゼ 活性 を抑 え る
31 ト 34)
. こ れ に 対 し ,
Cdc25蛋白が , Cdc2 キナ ー ゼ 特異的な P T P と して , こ れ らの
チ ロ シ ソ リ ソ 酸化に 括抗 し, Cdc2 キナ ー ゼ を 直接活性化 しM
期の 開始に 関与す ると 報告 され た35 卜 41). また , こ の 他 に 最終的
な cdc2 キナ ー ゼ の 活性化に は ス レ オ ニ ソ の リ ソ 酸化も関与 し
てい る らい し42). 本研究 に お い て , 高波度 の O A に よ りcdc2
キナ ー ゼ が 活性化 され る こ と がわ か っ た が , こ の 結果は , ア フ
リ カ ツ メ ガ ェ ル の 無細胞系43)44), ヒ ト デ の 卵母 細胞瑚 , B H K 21
A の
,
U 9374†に お い て 報告され た結果に 一 致する｡ しか し, どの よ う
に して cdc2 キナ ー ゼ を 活性化する の か と い う点に 関 して は不
明で ある . 最近に な っ て, Ku magaiと Du nphy は , O Aを 間期
の ツ メ ガ ェ ル の 無細胞系に 加え ると cdc25蛋白質 の 過 リ ン 酸
化に よ り , Cdc2 キ ナ ー ゼ 特異的 P T P活性を引き起 こ し, M 期
へ の 進行を促すと報告 した39). ま た , Lee らほ , O Aを 用 い , ア
フ リ カ ツ メ ガ ェ ル 未成熟卵母細胞 の pr e-M P Fの 転写後抑制物
質 と して 同定 され た IN H が P P 2 Aで ある こ とを 証明 した
42)
. こ
の よ う に , 蛋白質の リ ソ 酸化 ･ 脱 リ ン 酸化反応が cdc2 キ ナ ー
ゼ の 活性化に 密接 に 関与して い る .
P C C とい う現象 は 】 簡単に 言えば , 有糸分裂が D N Aの 複製
完了前 に 起き た 場合 の 核染 色体 の 形態 で あ り , Ra o と
John s o nが細胞融 合を用 い た実験 に よ り初め て報告 した
) 醐
. 正
常 な細胞で ほ , M 期の 開始はS 期の 完了に 依存 して い る . つ ま
り , D N Aの 複製が完了 してい なか っ た り , D N Aに 損傷 がある
よ うな場合は , 有糸分裂は決して 起 こ る こ と ほ な い49 卜 S2). 彼 ら
ほ , HeLa 細胞を 用 い . M 期と 間期 で ある Gl, S, G 2期の 細胞
と を セ ン ダイ ウイ ル ス に よ り融合 し , 多核細胞を作 っ た . す る
と , 間期の 細胞核に P CC, つ ま り早熟な 有糸分裂像 が誘導され
る こ とを 見 い 出 した. 棚 . そ の 後, Nishim oto ら は 非許容温度に
て PC Cを 呈 する B H K細胞の 温度感受性株である ts B N-2 を
分離 した53). こ の 変異株で は細胞 をS 期早期に 同調後 , 温 度 を
非許容温度 に ま で 引き上 げる と DN A合成 が約 2時間続き ,
D N A複製が約1/2程進行 したと こ ろ で 停止 し, P C C が誘導 さ
れ る . ts B N-2変異を相補する ヒ ト遺伝子 と して R C C l遺伝子
が 分離 され , 有糸分裂に 必要な
一 群 の 遺伝 子の 転写活性を調節
して い る こ と が 判 っ た
54 卜56〉
. さ ら に , Schlegel と Pa rde e は
B H K細胞を S期 の 早期に 同調 した後 . カ フ ェ イ ン を 投与す る
と , 細胞 は D＼A 合成が完了する前に 有糸分裂に 入 り, PC Cが
誘導 され る と報告した
5丁)
. その 後 , カ フ ェ イ ン に 加 え , O A がS
期早期に 同調 され た B H K 21細胞に 対 し P C Cを引き起 こ し ,
そ れ が M P Fすなわ ち cdc2 キ ナ ー ゼ の 活性化に よ ると 報告 さ
れ た
▲抑
. こ の 報告 は 本研究の 結果に 一 致する . 本研究 に お い て
は , S期早期に 同調され た グ リ オ ー マ 細 胞に お い て , 高濃 度
(500nM )の O Aに よ り1時間以内に cdc2 キ ナ
w ゼ の 活性化が
起 こ り ( 図7), P C C が観察され た . しか し これ に 対し , 低濃度
(20nM) や OA や 5m M の カ フ ェ イ ン で は P C C ほ起 こ らな
か っ た (表1 ). ま た , こ の P C Cの 誘導は シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド存
在 下 で 抑制 され な か っ た (表1). カ フ ェ イ ン に よ る PC Cの 誘
導 が , 種 々 の 細胞間で 差異がある こ と に つ い て , St ein m a n nと
Schlegel らは カ フ ェ イ ン や O Aな どに よ る P C Cの 誘導が全 て
の 哺乳煩細胞に 共通の 現象で ほ な く , S期に 同 調され た 時点 で
ハ ム ス タ ー の 細胞(BHK, C H O)で ほ 十分な サ イ ク リ ン Bの 合成
が あ り ∴M期の 開始に 必 要な cdc2 キ ナ
ー ゼ/サ イ ク リ ン B複 合
体が存在す るの に 対 し, ヒ ト の 細胞(HeLa. F S-2, H T lO80)で は
そ の 時期に , こ の 複合体がほ と ん ど存在 しな い た めに P C Cの
誘導が 起きない と し てい る
23)58)
. しか し , 本研究 の よ う に P C C
が O Aで ほ 誘導され る の に 対 し, カ フ ェ イ ン で ほ誘導 され な い
と い う結果が , ヒ 一骨髄白血病細胞である HL 牒0や U 937に お
い て も報告され てい る
47)
. Os m ani ら は 1 Aspergi11u s nidula n s
(A. nidula n s)の nim A 遺伝子産物 を過剰発現させ ると未熟な有
糸分裂を引き起 こ し, さら に , nim A の 機能を 負に 制御する の
が bimE 遺伝子産物である こ と を示 した
59)6D)
. また , Ne wport ら
ほ , ツ メ ガ ェ ル の 無細胞系を用 い て , 複製前の D N Aつ ま り1
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本鎖 D N A が存在する と , フ ィ ー トバ ッ ク機構に よ る翻訳後修
飾 こよ り M P F を不活化する こ と t な らび に , D N Aの 複製終了
と有糸分裂の 開始 の タ イ ミ ソ グ を調節する シ グ ナ ル はチ ロ シ ソ
の リ ソ 酸化反応で あり , O A やカ フ ェ イ ン は cdc2 キナ ー ゼ リ
ソ 酸化に 関与する チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ の リ ソ 酸化 を更進 させ , こ
の 酵素活性を 不活性化す る こ と に よ り , 間接的 に cdc2 キナ ー
ゼ の チ P シ ソ 残基 の 脱 リ ソ 酸化反応 を引き起 こ し , P C Cを 誘
導す る可 能性 を報告 した
51}52)
. こ の 報告ほ De v a ult ら の 報告 と
一 致す る61). 最近 , En och ら は , 分裂酵母 に お い て , H Uに よ り
D N■A 複製 が阻害 された と きに 有糸分裂 を引き起 こ す原田 と な
る遺伝子 r ad l, 3,1 7, hu sl-5 を 単離 L た
82)
.
こ の ように , M期
のβ削如こは , リ ソ 酸化 ･ 脱 リ ソ 酸化反応 とい う巧 妙な翻訳後調
節に よ る制御機構が存在す る こ と が 明らか に され て きた .
一 方興味深 い こ とに , 低渡度 の O Aの 処理 で は , S 期早期 に
同調された細胞 では , G 2/M 期 へ の 進行が 対照と 同 じ タ イ ミ ソ
グで起 こ る が , G 2/M 期で停止 して しまう . さ ら に , 形態学的
結果 より , 細胞 は G 2/M 期 の 無秩序な地点で停止する の で は な
く , M期 の 前 中期あた りに 停止する と考 え られ た . O h kur aら
は . Schiz os a c cha ro myc e spo mbe(S. po mbe)の dis2 遺伝子 が
P Plに 相 同で , 娘染色体の 分配に 関与 して い る こ と を dis2遺
伝子の 温度感受性変異株を用 い て 明 らか に L た. さ らに こ の 変
異株で は , 本研究 で の 結果と 同様 に S 期早期か らM 期の 移行 ま
で の タ イ ミ ソ グ に は全く異常 がな い が , 娘染色体が 正 しく分配
されずに , M期 で停止 して しま う
6 抽 )
. 同様に , A . nidula n sの
bim G 遺伝子ほ噛乳類の P P lに 相 同な蛋白を コ ー ド し, 温度
感受性変異株 birnGll は娘染色体の 不分配に よ り, M 期の 終 期
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6T) に お い て 同様の 結果 が報告 さ
れ て い る . これ らの 結果よ り , M期 の 終期か ら完結 に P Pl が必
要 で ある こ と が 示酸 され て い る . 本研究 に お け る 低濃度 の
OA 処理に よ る高等真核生物の 細胞 で の 結果ほ l これ ら の 報告
と似て い る . 最近 , 形態学的に , 真 菌規だ け で な く , 高等真核
細胞で あ る HeLa 細胞 や ラ ッ ト G H4 下垂体細胞 に お い て も




こ れ 以外に もア フ リカ ツ メ ガ ェ ル の 初期胚に お ける 細
胞周期6 7), 植物 (Tr ade s c a ntia virginia n a) の 染色体分配
88) に も
P P l型が 関与す る と い う報告 があ る . 最近 , Lorc a ら は ,
cdc2 キナ ー ゼ の Ⅳ末端よ り161番 目の ス レ オ ニ ソ 残基の 脱リ ン
酸化が cdc2 キ ナ ー ゼ を不 活性化 し, M 期を完粧す る の に 必 要
で , 少な く ともそ の 反応に P Pl が関与 して い る こ と を 報告 し
た丁3), P Pl が本当に 有糸分裂 の 終期に 関与す ると すれ ば , 細胞
内で P Plの 酵素活性を制御 して い るもの に 興味が 持 た れ る .
既に , P Plの 内因性 の 阻害剤 であるイ ン ヒ ビタ ー 1 と イン ヒ ビ
タ ー 2が 同定 され て い る1). Bra utiga n らほ , ラ ッ ト線推芽細胞
の イ ン ヒ ビ タ ー 2 ほ細胞周期に よ り変動 し, S期 とM 期に ピ ー
ク が ある と報告7
4) して お り興味深い .
グ リオ ー マ の 増殖過層匿 ほ PDGF 系 の 自律増殖機構 の 関与
が示 酸 されて お り8)75), 特に , P D G F-Ra の 発現 が増殖に 重要 な
役割 を果た して い る と考 え ら れ て い る75}. 本 研 究か;用 い た
U373 M G は P D G F- Rα を発現 し, P D G F A鎖 を分泌す る とい う
報告
8) が あり , 増殖に は これ らの 自律増殖機構が働 い て い る 可
能性がある . 本研究に おい て O Aを投与 した と こ ろ , 濃度お よ
び 時間依存性に P D G トRの 発現が 抑制 され た , 同様 の 報告 が
マ ウス の 線維芽細胞に て観察 されて い る78). 本研究 に お い て ,
対数増殖期 の 細胞 に 低濃度 O Aを 投与 した 時に , 30% 前後の 細
胞が G l期 に 停止 した の は , P D G F-R の 発現が数時間で かなり
強く抑え られ る の で (図8-B), こ の 受容体発現 の 低下 が 関与し
て い る 可能性もある ･ O Aが P D G F-R の 発現を低下 させる機構
に 関 して は 不 明で あるが , 通常 の 生理状態で ほ , P D GFの 結合
後 の チ ロ シ ソ 残基 の 自 己 リ ン 酸化に よ り P D G F-R の 発現量ほ
減少する . ま た , P D G F-R はセ リ ソ/ス レ オ ニ ン 残基も リ ン 酸
化 され 得る . O A投与 に よ り上 皮成長国子受容体 の 発現低下も
同様に 報告 され て お り76), P D G F-R 自身の リ ン 酸化 の 克進に よ
り受容体の 半減期が短縮 して い る可 能性 がある . 別 の 可能性と
して は , P D G F-R 発現 の 転写 レ ベ ル や 翻訳 レ ベ ル で の 制御があ
る . 過去に , O A が, コ ラ ゲ ナ ー ゼ や c-ju n な ら び に c-fos遺
伝 子 の 発現を 転写 レ ベ ル で制御 して い る と い う報告
77珊 や , 網
状赤血 球の 溶解液の 蛋白質合成 を抑制す る と い う 報告79) があ
る . こ れ ら の 報告 と 類似の 機構 に よ り グ リ オ ー マ に お ける
P D G F- R の 発現が 制御 され て い るか も知れ な い . O A に よる
P D G F- R の 発現制御 に つ い て は , 更に 研究の 余地 がある .
結 論
ヒ ト グ リ オ ー マ 由来の U 373 M G を用 い て , プ ロ テ イ ン ホ ス
フ ァ ク
ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー で ある O Aの お よ ぼ す影響 を検討し
た 結果以下 の 結論を得た .
1 . O A投与 に よ り濃度及び時間依存性 に 増殖 が抑制され
た .
2 . 増殖抑制 は細胞周期依存性 で あ っ た .
3 . 低濃度(20nM) O A で ほ , G 2/M 期と Gl期に 少なくと
も1 ケ所ず つ の 抑制点 があ っ た .
4 . 高濃度(500nM)O A で は, D N A合成 が強く抑制され ,
Gl/S 期 に 細胞の 集積 が認 め られた .
5 . 高濃度の O Aに て 1時間以内に cdc2 キナ ー ゼ の 活性化
が お こ り . P C C が誘導 され た . これ に 対 し, 低濃度の O A, カ
フ ェ イ ン で は こ の 変化 はお きな か っ た .
6 . O A投与 に よ り濃度及び時間依存性に P D G F-R の 発現が
抑 え られ た .
以上 よ り , グリ オ ー マ の 増殖過程に O A感受性 P Pas eが関
与 してお り , 掛 こ細胞周期進行に蛋白質の リ ン 酸化 ･ 脱リ ン 酸
化反応が重要な役割 を果た して い る こ と が 判明 した .
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